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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
BAC umetni bakterijski kromosom (ang. Bacterial Artifficial Chromosome) 
bp bazni par 
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Cdt citotoksin CDT (ang. Cytolethal Distending Toxin) 
cfu ang. colony forming units 
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mCherry rdeči fluorescentni protein 
Cka kolicin K 
Clb kolibaktin 
Cnf1 citotoksični nekrotizirajoči faktor 1 
DAEC difuzno adherentni sevi E. coli 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
dNTP deoksiribonukleozid-trifosfati 
E. coli bakterija Escherichia coli 
EAEC enteroagregativni sevi E. coli 
ECOR zbirka referenčnih sevov bakterije E. coli (ang. E. coli reference) 
EHEC enterohemoragični sevi E. coli 
EIEC enteroinvazivni sevi E. coli 
EPEC enteropatogeni sevi E. coli 
ExPEC zunajčrevesni sevi E. coli 
gfp strukturni gen, ki kodira zeleni fluorescentni protein  
Gfp zeleni fluorescentni protein (ang. Green Fluorescent Protein) 
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imu1-3 geni imunosti 1-3 
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IPEC intestinalni (črevesni) sevi E. coli 
LB gojišče Luria – Bertani 
LPS lipopolisaharid  
MLEE multilokusna encimska elektroforeza 
NMEC sevi bakterije E. coli, ki povzročajo neonatalni meningitis 
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SOB super optimalna juha (ang. Super Optimal Broth) 
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UPEC uropatogeni sevi E. coli 
Usp uropatogeni specifični protein 
UTI infekcije urinarnega trakta (ang. Urinary Tract Infection) 







Petrič A. Priprava in analiza izražanja fuzij … bakterije Escherichia coli in genov za fluorescentne proteine. 






Bakterija Escherichia coli (E. coli) je eden izmed najpomembnejših modelnih 
mikroorganizmov. E. coli je komenzal prebavnega trakta ljudi in toplokrvnih živali. V 
skupino sodijo še patogeni sevi, ki producirajo virulentne dejavnike. Le ti povzročajo 
črevesne in izvenčrevesne okužbe. Bakterija E. coli je kot patogen vsestranska, saj lahko 
producira raznolike virulentne dejavnike. Najpogosteje povzroča okužbe, kot so infekcije 
urinarnega trakta (UTI), driska, sepsa, pljučnice, vnetje možganske ovojnice. Prvi in nujno 
potreben korak za kolonizacijo gostitelja je pritrditev na sluznico. V ta namen bakterija 
sintetizira različne adhezine. Dejavniki, ki bakteriji omogočajo preživetje in rast v gostitelju 
so sistemi za prevzem železa, sistemi za zaščito proti serumu in antigen K1. Poleg tega sevi 
bakterije E. coli sintetizirajo različne toksine, s katerimi delujejo na gostitelja, kot so 
hemolizin, citotoksični nekrotizirajoči faktor 1 (Cnf1), uropatogeni specifični protein (Usp) 
in kolibaktin (Clb). Sevi, ki sintetizirajo kapsulo se lahko uspešno izmikajo imunskemu 
sistemu gostitelja. Znano je, da sevi E. coli lahko sintetizirajo tudi protimikrobne toksine, ki 
zavrejo rast sorodnih vrst, imenovane kolicini. Sinteza virulentnih dejavnikov je energetsko 
potraten proces, zato je le ta natančno uravnana. Znano je, da je izražanje genov v genetsko 
identičnih populacijah lahko heterogeno. Tako izražanje pri genetsko identičnih celicah 
lahko nastopi zaradi neenakomerne porazdelitve celičnega materiala med hčerinskima 
celicama. Heterogenost populacije lahko izhaja tudi iz stohastičnega pojava na ravni 
posamezne celice. Fenotipska variabilnost znotraj populacije je v tesni povezavi z uravnavo 
izražanja genov (Russo in Johnson, 2000; Johnson, 1991; Kaper in sod., 2004; Mrak in sod., 
2007). 
 
1.1   NAMEN DELA 
 
Namen magistrske naloge je bil pripraviti fuzije promotorjev genov za virulentne dejavnike 
bakterije E. coli in genov za fluorescentne proteine (zeleni fluorescentni protein, Gfp in rdeči 
fluorescentni protein, mCherry), brez lastnih promotorjev. Želeli smo analizirati aktivnost 
promotorjev genov za virulentne dejavnike na ravni posameznih bakterijskih celic s 
fluorescentno mikroskopijo. Najprej smo genske fuzije pripravili v plazmidnem vektorju 
pJET 1.2, saj je delo z njim zaradi velikega števila izvodov v posamezni celici lažje kot z 
vektorjem pBAC, ki je v majhnem številu izvodov  na celico in večji kot prvi, kar oteži delo. 
Pripravili smo fuzije  promotorjev genov clbA, cnf1 in cdtABC z genom za zeleni ali rdeči 
fluorescentni protein. Za zapisom za fluorescentni protein smo dodali terminatorsko regijo, 
da smo zagotovili konec prepisa. Nato smo genske fuzije pripravljene v pJET 1.2 vnesli v  
plazmidni vektor pBAC. Naš končni cilj je bila priprava več različnih kombinacij 
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1.2   DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Nekateri geni za sintezo virulentnih dejavnikov se ne izražajo v vseh celicah 
populacije E. coli. 
 Geni za sintezo toksinov kot so citotoksični nekrotizirajoči faktor I,  kolibaktin in 
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1   BAKTERIJA Escherichia coli 
 
Escherichia coli je po Gramu negativna, nesporogena, fakultativno anaerobna, paličasta 
bakterija, ki je ime dobila po odkritelju, bakteriologu Teodoru Escherichu (Scheutz in 
Strockbine, 2005). Živi v črevesju človeka in drugih toplokrvnih živali, lahko jo najdemo 
tudi v vodi in tleh. S svojo prisotnostjo v črevesju ščiti gostitelja pred vdorom patogenih vrst 
mikroorganizmov in proizvaja vitamin K ter vitamine skupine B (Madigan in sod., 2003). 
Poleg tega, da je E. coli del mikrobiote prebavnega trakta je tudi vsestranski patogen, ki 
lahko povzroči različne okužbe. Na tako raznolikost baterijske vrste, od neškodljivih in celo 
koristnih do patogenih sevov, vplivajo horizontalni genetski prenosi, izguba ali pridobitev 
mobilnih elementov in različne mutacije (Tenaillon in sod., 2010; Alteri in Mobley, 2012). 
 
Seve bakterije E. coli na podlagi genetskih in kliničnih kriterijev razvrščamo v 3 skupine: 
komenzalni sevi, črevesni patogeni in izvenčrevesni patogeni sevi (Russo in Johnson, 2000). 
 
2.1.1 Značilnosti komenzalnih sevov E. coli 
 
E. coli je med prvimi bakterijskimi vrstami, ki naseljujejo prebavni trakt novorojenčkov 
(Russo in Johnson, 2000). Pri odraslih je prisotna v debelem črevesju, predvsem v slepem in 
kolonu. Naseljuje predvsem sluz. V lumen preide z razgradnjo komponent sluzi in se tako 
izloči iz gostitelja s fecesom. Sluz je za bakterijo ugodna niša, saj je bakterija v plasti sluzi 
dobro zaščitena pred neugodnimi razmerami okolja. S tem, ko naseljuje omenjeno nišo, 
preprečuje potencialno naselitev patogenih bakterijskih vrst (Tenaillon in sod., 2010). Pri 
tem se kaže vzajemnost med bakterijo in gostiteljem, saj ji gostitelj nudi stabilno okolje in 
zaščito pred zunanjimi stresnimi dejavniki ter vir hranil. Na drugi strani pa E. coli v gostitelju 
preprečuje naselitev enteropatogenih mikroorganizmov in spodbuja razvoj imunskega 
sistema.  
 
2.1.2 Patogeni sevi bakterije E. coli 
 
Patogene E. coli delimo na črevesne (intestinalne) (IPEC) in izvenčrevesne (ExPEC) seve 
(Wiles in sod., 2008).  
 
2.1.2.1 Črevesni sevi E. coli 
 
Med intestinalne patogene uvrščamo enteropatogene E. coli (EPEC), enterohemoragične E. 
coli (EHEC), enterotoksigene E. coli (ETEC), enteroagregativne E. coli (EAEC), 
enteroinvazivne (EIEC) in difuzno adherentne E. coli (DAEC) (Kaper in sod., 2004). 
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Črevesni sevi povzročajo bolezni  predvsem v prebavnem traktu in le redko drugje. V 
zadostni infektivni dozi povzročajo gastroenteritise in kolitise (Russo in Johnson, 2000). 
 
EPEC so povzročitelji enteritisov. Pri okužbi pride do porušenja strukture enterocitov, kar 
privede do spremembe v vsebnosti ionov v črevesju. Klinični znak je diareja (Nataro in 
Kaper, 1998; Croxen in Finlay, 2010). 
 
Za ETEC je značilno, da izločajo dva toksina, in sicer temperaturo stabilni (TS) in 
temperaturno labilni toksin (TL) (Croxen in Finlay, 2010). So najpogostejši povzročitelji 
potovalne driske in glavni vzrok diareje pri otrocih, v državah v razvoju (Andlovic, 2002). 
 
Sevi EHEC producirajo toksin, ki je zelo podoben šigovim toksinom bakterije Shigella 
dysenteriae (S. dysenteriae). Okužba se kaže kot hemoragični kolitis, ki je lahko povezan z 
nevarnimi zapleti, kot je hemoragični uremični sindrom (HUS) (Andlovic, 2002).  
 
2.1.2.2 Zunajčrevesni sevi E. coli 
 
Bakterijski sevi, ki sodijo v to skupino so v črevesju neškodljivi in običajno s človekom v 
komenzalnem odnosu. Ko pa zapustijo svojo primarno nišo lahko delujejo kot patogeni. Med 
klinično najpomembnejše skupine ExPEC sodijo uropatogeni sevi (UPEC), sevi, ki lahko 
povzročijo sepso (SEPEC) in sevi, ki povzročajo neonatalni meningitis (NMEC). Med vsemi 
patotipi E. coli imajo sevi iz skupine ExPEC največje število otokov patogenosti in 
horizontalno pridobljenih genov. Sodijo v filogenetski skupini B2 in D. Za posamezen 
patotip je značilen nabor virulentnih dejavnikov, ki je odvisen od mesta okužbe. Okužbo 
povzročijo na mestu, kjer lahko tvorijo virulentne dejavnike. Za  seve UPEC je značilno, da 
imajo ustrezne sisteme za pritrditev na uroepitelijske celice. Dejavniki, ki omogočajo 
preživetje v gostitelju so običajno sistemi za prevzem železa, sistemi za zaščito proti serumu 
in antigen K1. Prisotni pa so tudi genski zapisi za različne citotoksine (Russo in Johnson, 
2000; Yamamoto in sod., 2001). 
 
2.2   FILOGENETSKE SKUPINE BAKTERIJE E. coli 
 
Herzer je s sod. leta 1990 objavil rezultate študije variabilnosti sevov zbirke ECOR (ang. 
»E. coli reference«). Uporabili so metodo MLEE (multilokusna encimska elektroforeza), da 
so ugotovili razlike v elektroforetski mobilnosti 20-ih encimov. Glede na rezultate so seve 
bakterije E. coli razdelili v štiri filogenetske skupine: A, B1, B2 in D (Chandhuri in 
Henderson, 2012). Clermont s sod. leta 2000 opisal novo, hitrejšo in preprostejšo metodo, s 
katero so takrat razvrstili 230 bakterijskih sevov E. coli v štiri omenjene filogenetske 
skupine. Gre za metodo tripleks-PCR, kjer na podlagi prisotnosti ali odsotnosti genskih 
označevalcev, in sicer gena chyA, gena yjaA in fragmenta TSPE4.C2, razvrstimo seve 
bakterije E. coli v filogenetske skupine.  
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Slika 1: Prikaz razvrščanja sevov bakterije E. coli v filogenetske skupine (Clermont in sod., 2000) 
Leta 2013 je Clermont s sod. dopolnil metodo tripleks-PCR, saj so identificirali dodatni 
genski označevalec, gen arpA. Razvili so metodo multipleks-PCR in na podlagi štirih 
genskih označevalcev razdelili seve bakterije E. coli v naslednje filogenetske skupine: A, 
B1, B2, C, D, E, F in skupino I. Študije so pokazale, da ima uvrščanje izolatov bakterije E. 
coli v filogenetske skupine velik klinični in epidemiološki pomen (Johnson in Russo, 2002; 
Derakhshandeh in sod., 2013; Clermont in sod., 2013). Zunajčrevesni sevi E. coli večinoma 
sodijo v filogenetsko skupino B2, v nižjem odstotku v skupino D. Komenzalni sevi se 
uvrščajo v skupini A in B1 (Clermont in sod., 2013). 
 
2.3   VIRULENTNI DEJAVNIKI 
 
Bakterije, ki so pridobile zapise za virulentne dejavnike, so sposobne povzročiti bolezen pri 
gostitelju. E. coli ima zapise za različne virulentne dejavnike, ki jih delimo v več skupin. Za 
stik z gostiteljem so pomembni adhezini, ki so poleg protektinov in različnih sistemov za 
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prevzem železa prisotni tudi pri komenzalih. To so bakterijski dejavniki, ki so potrebni, da 
bakterija preživi v gostitelju. Patogeni bakterijski sevi imajo še zapise za toksine, ki 
škodujejo gostitelju in povzročijo bolezen (Johnson, 1991). 
 
2.3.1   Adhezini 
 
Adhezini omogočijo bakterijam vezavo na celice gostitelja in preprečijo, da bi jih odnesle 
telesne tekočine (kri, urin, vsebina črevesja), ki zapuščajo telo (Johnson, 1991; Mulvey, 
2002). Sposobnost bakterij, da kolonizirajo gostiteljeve sluznične površine, je ključna za prvi 
stik z gostiteljem in razvoj okužbe (Johnson, 1991).  
 
Poznamo dve vrsti adhezinov, fimbrijske in nefimbrijske. Fimbrijski so prisotni na koncu 
fimbrije (npr. fimbrije tipa I – operon fim, PapG), nefimbrijski pa so nameščeni direktno na 
površini bakterijske celice (adhezini družine Afa/Dr) (Garcia in Le Bouguénec, 1996). 
 
2.3.2   Toksini 
 
Toksini so virulentni dejavniki, ki jih sintetizirajo bakterijske celice in škodujejo gostitelju. 
Na tak način bakterija preide v globje celične plasti in se zaščiti pred dejavniki imunskega 
sistema. Ob lizi gostiteljskih celic se sproščajo snovi, ki jih bakterije uporabijo za rast 
(Johnson, 1991). Bakterije z različnimi mehanizmi transportirajo toksine iz mesta sinteze do 
mesta delovanja (Kaper in sod., 2004). 
 
2.3.2.1   Citotoksični nekrotizirajoči faktor 
 
Citotoksični nekrotizirajoči faktor 1 (Cnf1) je močno povezan z okužbami sečil, saj kar 1/3 
vseh sevov, ki povzročajo pielonefritis, producira omenjeni toksin. Toksin proizvajajo le 
zunajčrevesne E. coli. Gen za sintezo toksina je kodiran na kromosomu in se velikokrat 
nahaja skupaj z genetskim zapisom za alfa-hemolizin (Bahrani-Mougeot in sod., 2002; 
Kouokam in sod., 2006). Skupaj z genskimi zapisi za druge toksine tvorijo otok patogenosti. 
Spada v skupino A-B toksinov s katalitično domeno A in vezavno domeno B. N-terminali 
del toksina predstavlja mesto vezave na tarčno celico, osrednji del je pomemben pri 
traslokaciji proteina skozi membrano, C-konec toksina pa je encimsko aktiven (Boquet, 
2001). Cnf1 deluje na epitelijske celice preko treh proteinov iz družine Rho, majhnih 
gvanozin 5-trifosfat (GTP)-vezavnih proteinov: RhoA, Rac1 in Cdc42 (Kouokam in sod., 
2006). Le-ti vplivajo na obliko celic preko regulacije aktinsko-miozinskega citoskeleta, kar 
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2.3.2.2   Kolibaktin 
 
Kolibaktin je ne ribosomalni poliketid-peptid hibridni citotoksin (Taieb in sod., 2016). Za 
njegovo sintezo so potrebni geni zapisani v otoku pks, ki je prikazan na sliki 2 (Homburg in 
sod., 2007). Otok pks zapisuje mehanizem za sintezo peptid-poliketid hibridnih snovi. 
Mehanizem sestavljajo tri neribosomalne peptid megasintaze (NRPS), tri poliketid 
megasintaze (PKS), dve hibridni NRPS/PKS megasintazi in devet dodatnih urejevalnih 
encimov. Za kolibaktin domnevajo, da je neposredno odgovoren za citopatološki učinek. 
Poleg tega toksin povzroča poškodbe DNA. Sintetizirajo ga uropatogeni sevi E. coli. 
(Nougayrède in sod., 2006). Preučevali smo promotor gena clbA, ki se prepisuje skupaj z 
clbR. Gen clbA kodira fosfopanteteinil transferazo. Gre za regulatorni protein, ki po 
translaciji aktivira PKS in NRPS. Poleg tega je ClbA vpleten tudi pri sintezi sideroforjev 




Slika 2: Shematski prikaz otoka  patogenosti pks (Homburg in sod., 2007) 
 
2.3.2.3   Citotoksin CDT  
 
Leta 1988 sta Johnson in Lior prvič identificirala citotoksin CDT, pri E. coli izolirani iz 
bolnikov z diarejo. Opazili so progresivno povečanje celic in citotoksičnost toksina za 
evkariontske celice v kulturi. Trije geni za sintezo citotoksina CDT, cdtA, cdtB in cdtC so 
zapisani na cdt operonu. CDT je dvokomponentni toksin tipa A-B2 (A- ang.  »activity«, B- 
ang. »binding«). Podenoti CdtA in CdtC sta potrebni za vezavo na plazmalemo in prenos 
CdtB v celico, ki je aktivna podenota. CdtB podenota holoencima je podobna proteinom iz 
družine deoksiribonukleaze I (DNase I). V tarčnih celicah povzroči dvojne prelome DNA in 
tako deluje kot genotoksin. V evkariontskih celicah pride do zaustavitve celičnega cikla, 
čemur sledi progresivno celično povečanje. Med sevi E. coli je znanih pet podtipov 
citotoksina CDT (Pickett in sod., 1994; Taieb in sod., 2016). 
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Slika 3: Prikaz operona za sintezo citotoksina CDT z restrikcijskimi mesti (S - SspI , K - KpnI, Sn - SnaBI , E 
- EcoRI, Sa –SalI.) (Pickett in sod., 1994)  
2.3.2.4   Uropatogeni specifični protein 
 
Leta 2000 je Kurazono s sod. opisal otok patogenosti PAIusp, ki je pogost pri sevih UPEC. 
V otoku je zapis za gen, ki kodira protein, imenovan uropatogeni specifični protein (Usp). 
Prisotni so še dodatni bralni okvirji (orfU1-3), ki so tesno povezani z genom usp. Nipič in 
sod. so jih leta 2013 označili kot imu1-3 geni, saj ščitijo producenta pred toksičnim 
delovanjem proteina Usp. Thura Zaw in sod. so leta 2013 potrdili, da ima Usp nukleazno 
aktivnost in povzroča nespecifično razgradnjo DNA. Nipič in sod. so pokazali, da protein 
Usp deluje na celice sesalcev, saj vpliva na njihovo variabilnost in metabolizem (Nipič in 
sod., 2013). 
 
2.3.2.5   Alfa-hemolizin 
 
Alfa-hemolizin (HlyA) je citolizin, ki tvori pore v gostiteljskih celicah in eritocitih, pri čemer 
pride do njihove lize. S tem si bakterija omogoči pridobivanje hranil in topnega železa, saj 
kolonizira zelo revna območja (Wiles in sod., 2008).  Pri nizkih koncentracijah lahko toksin 
inducira apoptozo nevtrofilcev in limfocitov T (Bien in sod., 2012). Okoli 50 % sevov E. 
coli, ki povzročajo zunajčrevesne okužbe, predvsem uropatogeni sevi E. coli, izločajo 
hemolizin (Eberspächer in sod., 1989). 
 
2.3.3   Kolicini 
 
Kolicini so najbolje preučena skupina bakteriocinov. Tvorijo jih bakterije kolicinogenih 
sevov E. coli z namenom zaviranja rasti sorodnih vrst. Pod stresnimi pogoji prične del 
populacije potencialno kolicin sintetizirajočih bakterij proizvajati kolicin. Ta se sprosti z lizo 
proizvajalske celice (Riley, 1993). Sintezo kolicinov uravnavajo številni mehanizmi. Pod 
normalnimi pogoji sinteza kolicina v celicah ne poteka. V majhnem deležu populacije 
prepisovanje poteka kot posledica naključne spontane aktivacije sistema SOS. Na sintezo 
kolicinov poleg sistema SOS  vplivajo tudi drugi dejavniki, kot so anaerobioza, gostota 
populacije, katabolna represija in stres ob pomanjkanju hranil (Lotz, 1978; Ebina in 
9 
Petrič A. Priprava in analiza izražanja fuzij … bakterije Escherichia coli in genov za fluorescentne proteine. 




Nakazawa, 1983; Salles in sod., 1987; Eraso in Wienstock, 1992). Mulec in sod. so leta 2003 
pokazali, da zelo majhen del bakterijske populacije izraža gen za sintezo kolicina K (gen za 
aktivnost kolicina) (Mrak in sod., 2007).  
 
2.3.4   Mehanizmi za prevzem železa 
 
Železo predstavlja esencialno hranilo za bakterijo. Raven prostega železa pri sesalcih je zelo 
nizka, zato so bakterije razvile različne sisteme za prevzem železa, ki jim omogočajo 
preživetje in rast. Bakterije uporabljajo različne vire železa (Wiles in sod., 2008). Lahko 
uporabljajo gostiteljske proteine, kot sta transferin ali laktoferin. Izkoristijo lahko 
hemoglobin oziroma hem. Sintetizirajo lahko sideroforje, kelatorje z nizko molekulsko težo. 
Z njimi iz gostiteljskih proteinov vežejo železo (Krewulak in Vogel, 2008). Večina sevov E. 
coli ima zapis za siderofor imenovan enterobaktin, medtem ko imajo patogeni sevi E. coli 
zapise za nabor različnih sideroforjev, med katere prištevamo salmohelin, jersiniabaktin in 
aerobaktin (Wiles in sod., 2008). 
 
2.3.5   Izogibanje imunskemu sistemu 
 
Pomemben dejavnik bakterij za preživetje v svojem gostitelju je sposobnost izogibanja 
gostiteljevemu imunskemu sistemu. Bakterije so se prilagodile z različnimi mehanizmi, ki 
so značilni tako za komenzalne kot patogene vrste. Bakterije vrste E. coli se imunskemu 
sistemu izogibajo na več načinov. Pri tem sodelujejo različni izvencelični polisaharidi, 
kapsule in posebni proteini (Johnson, 1991). Kapsula običajno obdaja invazivne bakterije. 
Gre za določene površinske polisaharide (LPS, antigen - O in - K), ki so specifični (Whitfield 
in Roberts, 1999). Kapsule so pomembne tudi pri tvorbi biofilmov in adhezinov (Schembri 
in sod., 2004). Ostali, nič manj pomembni bakterijski sistemi za izmik imunskemu sistemu, 
so Tollu-u podobni receptorji, protein TraT, OmpT, Iss in drugi. Pomembni so pri 
posredovanju odpornosti proti serumu (Muzio in Mantovani 2000; Vandeputte - Rutten in 
sod., 2001). 
 
2.4   HETEROGENOST IZRAŽANJA 
 
Fenotipska variabilnost znotraj genetsko identičnih bakterijskih celic omogoča, da je del 
populacije pripravljen na morebitne neugodne razmere v okolju. Vzrokov za razlike, ki se 
kažejo na fenotipski ravni je več. Del populacije dobi sposobnost za opravljaje 
specializiranih funkcij. Na tak način se fenotipsko prilagodijo na preživetje neugodnih 
pogojev in s tem naseljujejo nove niše (Mrak in sod., 2007; Dubnau in Losick, 2006). Že 
razlike v mikrookolju celic vplivajo na heterogeno izražanje populacije. Vendar pa se 
populacija celic tudi v nespremenjenem okolju obnaša heterogeno. Večina molekul, razen 
kromosomska DNA, se med hčerinske celice deli neenakomerno. Hčerinske celice imajo že 
začetno različno znotrajcelično stanje in kažejo različne fenotipe (Portle in sod., 2006). 
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Primeri vključujejo gensko izmenjavo s primerom razvoja kompetence in bakterijski razvoj 
s primerom sporulacije pri Bacillus subtilis (Sonenshein, 2000; Haijema in sod., 2001). Eden 
prvih opisanih primerov heterogenega izražanja, je sinteza kolicinov, saj so znanstveniki 
pokazali, da le majhen del populacije izraža gen za sintezo kolicina K (Mulec in sod., 2003) 
in druge kolicine (Kamenšek in sod., 2010). 
 
2.5   ZELENI FLUORESCENTNI PROTEIN 
 
Zeleni fluorescentni protein (GFP) je naravno fluorescirajoč, netoksičen in  stabilen protein. 
Protein izvira iz meduze Aequorea victoria (Phraser in sod., 1992). GFP oddaja močno 
zeleno fluorescenco, ko je osvetljen z  modro svetlobo ali UV svetlobo. Maksimum 
vzbujevalnega spektra je pri 400 nm valovne dolžine svetlobe, oddane svetlobe pa pri 
505 nm valovne dolžine svetlobe. Predstavlja široko uporabno orodje za spremljanje 
izražanja genov in lokalizacije proteinov na ravni posameznih celic, pri prokariontih in 
evkariontih (Chalife in sod., 1994).  
 
2.6   RDEČI FLUORESCENTNI PROTEIN 
 
Rdeči fluorescentni protein ali mCherry je monomeri protein, ki zelo hitro dozori in lahko 
opazujemo rezultate že kmalu po aktivaciji transkripcije. Raziskovalci so ga pripravili z 
usmerjenim razvojem, tako da so v sekvenco za mRFP uvedli določene mutacije. Maksimum 
vzbujevalnega spektra je pri 587 nm valovne dolžine svetlobe, oddane svetlobe pa pri 
610 nm valovne dolžine svetlobe. Protein je široko uporaben za študije genskih fuzij, 
promotorjev, različne kvantitativne tehnike slikanja, sledenje organelom in beljakovinskim 
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3 MATERIAL IN METODE 
 




Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij 
Proizvajalec Kemikalije 
BioLabs, New England, ZDA 
Reakcijski pufer »ThermoPol Reaction Buffer« 
Deoksiribonukleozid-trifosfati »dNTP« 
Carl Roth GmbH, Nemčija 
Tris baza 
Tris - HCl 
Gojišče SOB 
Kloramfenikol 










Merck, Nemčija NaCl 






Poli - L- lizin 
Nalidiksična kislina 
ThermoFisher Scientific, ZDA FastDigest Green Buffer (10 x) 
 
3.1.2   Raztopine in pufri 
 
Preglednica 2: Raztopine in pufri ter njihova sestava 
Uporaba Pufer ali raztopina Sestava 
Agarozna gelska elektroforeza 
Pufer TBE 
10,8 g/L Tris – baza 
5,5 g/L borove kisline 
4 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
dH2O do 1 L 
6 x nanašalni pufer 
za agarozno gelsko 
elektroforezo 
0,25 % bromfenol modro 
(m/v), 30 % glicerol, 0,25 % 
ksilencianol v dH2O 
Priprava in shranjevanje kemijsko kompetentnih 
celic bakterije Escherichia coli 
MgCl2 – CaCl2 
20 mM  CaCl2 




10 mM Tris – HCl, pH 7 
50 mM CaCl2 
10 % glicerol  
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3.1.3   Gojišča 
 
3.1.3.1   Tekoče gojišče LB  
 
Tekoče gojišče LB smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili 25 g/L LB (10 g/L 
tripton, 10 g/L NaCl, 5 g/L kvasni ekstrakt). Mešanico smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C.  
 
3.1.3.2   Tekoče gojišče LB z antibiotiki 
 
Tekoče gojišče z antibiotiki smo pripravili na enak način kot tekoče gojišče LB, le da smo 
po avtoklaviranju, ko se je gojišče ohladilo, dodali še ustrezno količino antibiotika.  
 
Preglednica 3: Koncentracija antibiotikov v gojišču 
Antibiotik Koncentracija (µg/mL) 
Ampicilin 100 
Kloramfenikol 25 
Nalidiksična kislina 25 
 
3.1.3.3   Trdo gojišče LB 
 
Trdo gojišče LB smo pripravili na enak način kot tekoče gojišče LB, le da smo pred 
avtoklaviranjem dodali še agar (15 g/L). Po avtoklaviranju smo gojišče ohladili na 55 °C in 
ga nato aseptično razlili v sterilne petrijevke ter pustili, da se strdi. 
 
3.1.3.4   Trdo gojišče LB z antibiotiki 
 
Trdo gojišče LB z antibiotiki smo pripravili na enak način kot trdo gojišče LB, le da smo po 
avtoklaviranju in pred razlivanjem plošč v ohlajeno gojišče dodali ustrezno količino 
antibiotika.  
 
3.1.3.5   Tekoče gojišče SOB  
 
Tekoče gojišče SOB smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili 26,64 g/L SOB 
(20 g/L tripton, 5 g/L kvasni ekstrakt, 0,96 g/L MgCl2, 0,5 g/L NaCl, 0,186 g/L KCl). 









Petrič A. Priprava in analiza izražanja fuzij … bakterije Escherichia coli in genov za fluorescentne proteine. 




3.1.4   Kompleti 
 
Preglednica 4: Uporabljeni komercialni kompleti  
Komplet Proizvajalec 
Za ekstrakcijo DNA iz 
agaroznega gela »GeneJet Gel 
Extraction Kit« 
ThermoFisher Scientific, ZDA 
 Za razsoljevanje produktov 
reakcije PCR »GeneJet PCR 
purification Kit« 
Za izolacijo plazmidne  DNA 
»GeneJet Plasmid MiniPrep Kit« 
Za ligacijo »Rapid DNA ligation 
Kit« 




3.1.5   Encimi 
 
Preglednica 5: Encimi uporabljeni pri magistrskem delu 
Encim Proizvajalec 
Restriktaze: BstEII, ClaI, HindIII, NsiI, PstI, XbaI ThermoFisher Scientific, ZDA 
Vent DNA-polimeraza BioLabs, New England, ZDA 
 
3.1.6   Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 6: Laboratorijska oprema uporabljena pri magistrskem delu 
Proizvajalec Laboratorijska oprema in pribor 
Amersham Biosciences, Velika Britanija Kadičke za elektroforezo »HoeferTM-HE33« 
Bio-rad, ZDA Ciklični termostat »MycyclerTM termal cycler« 
Biostep, Nemčija 
Transiluminator »BIOview UV light UXDT-
20ML-15R« 
Consort, Belgija 
Aparatura »Electrophoresis power supply 
consort« (300 V – 500 mA) E835 
Eppendorf, Nemčija 
Avtomatske pipete in nastavki 
Centrifuge: 5415R, 5424 
Mikrocentrifugirke 
Golias labortehnika, Slovenija 
Cepilne zanke (1 µL, 10 µL) 
Plastične Petrijeve posode 
Gorenje, Slovenija Mikrovalovna pečica 
Huber, Nemčija Vodna kopel »MiniSTAT 125/W« 
IKA, Kitajska Magnetno mešalo IKA® RCT Standard 
IskraPIO, Slovenija Brezprašna komora 
Kambič, Slovenija Avtoklav 
KernPFB, Nemčija Tehtnica 
 Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje preglednice 6: Laboratorijska oprema uporabljena pri magistrskem delu 
Proizvajalec Laboratorijska oprema in pribor 
Memmert, Nemčija Vodna kopel 
New Brunswick Scientific, ZDA Stresalnik »Platform shaker innova™ 2300« 
Olympus, Japonska Mikroskop BX 51 
Sartorius AG, Nemčija Krmilna pipeta »BIOHIT Midi Plus« 
Shimadzu Corporation, Japonska Spektrofotometer UV/VIS UV-1800 
St. John's Innovation Centre, Anglija 
Transiluminator »UVItec Limited 230V – 50/60 
Hz UV radiation« 
Tehtnica Železniki, Slovenija 
Stresalnik Vibromix 10 
Tehtnica 
ThermoFisher Scientific, ZDA 
Centifuga »Sorvall™ LYNX 6000 superspeed 
centrifuge« 
Vodna kopel »Isotemp 215« 
Tlos, Hrvaška Plinski gorilnik 
 
3.1.7   Bakterijski sevi 
 
Preglednica 7: Sevi E. coli, ki smo jih uporabili pri magistrskem delu 
Sev Značilnosti  
DH5α 
Laboratorijski sev.  
Učinkovitost transformacije je zelo visoka zaradi mutacij seva. 
MG1655 Sev smo uporabili za transformacijo plazmidov pBAC. 
EK3 
Sev izoliran iz fecesa zdravih otrok. 
Uporabljen kot vir fragmenta iz operona za sintezo fimbrij.  
Nissle 1917 Sev smo uporabili kot vir promotorja za kolibaktin (gen clbA). 
E6468/62 
Sev smo uporabili kot vir promotorja za citoletalni distendni 
toksin. 
SF 173/ ABU 83972 
Sev smo uporabili kot vir promotorja za citotoksični 
nekrotizirajoči faktor 1 (Cnf1). 
 
3.1.8   Plazmidi 
 
Preglednica 8: Plazmidi, ki smo jih uporabili pri magistrskem delu 
Plazmid Značilnosti 
pKCT1 
Plazmid smo uporabili kot vir promotorja za kolicin K (Cka) 
pri reakciji PCR. 
pCN51 
Plazmid smo uporabili kot vir terminatorske regije pri 
reakciji PCR. 
pPT7-GFP 
Plazmid smo uporabili kot vir gena za zeleni fluorescentni 
protein pri reakciji PCR. 
pmcherryC1 
Plazmid smo uporabili kot vir gena za rdeči fluorescentni 
protein pri reakciji PCR. 
pJET 1.2/blunt 
Komercialni vektor za kloniranje fragmentov s topimi konci. 
Ima zapis za rezistenco proti ampicilinu.  
pBAC 
Plazmidni vektor BAC oziroma umetni bakterijski 
kromosom, ki je zaradi svojih značilnosti v 1-2 kopijah na 
posamezno celico. Ima zapis za rezistenco proti 
kloramfenikolu. 
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3.1.9   DNA lestvica 
 
DNA lestvica, ki smo jo uporabili pri magistrskem delu, je prikazana na spodnji sliki.  
 
 
Slika 4: DNA lestvicaλ/ PstI 
 
3.1.10   Začetni oligonukleotidi 
 
V spodnji preglednici so navedeni začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili pri našem 
delu. Podčrtana so prepoznavna zaporedja restrikcijskih endonukleaz. 
 
Preglednica 9: Začetni oligonukleotidi in njihove značilnosti ter programi reakcij PCR 




Pogoji uporabljeni pri 






95 °C,    5 min               x 1 
95 °C,    30 s  
55 °C,    30 s                 x 30 
72 °C,    40 s 










95 °C,    5 min              x 1 
95 °C,    30 s  
55 °C,    30 s                 x 30 
72 °C,    30 s 
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Nadaljevanje preglednice 9: Začetni oligonukleotidi in njihove značilnosti ter programi reakcij PCR 




Pogoji uporabljeni pri 





95 °C,    5 min              x 1 
95 °C,    30 s 
55 °C,    30 s                 x 30 
72 °C,    50 s 












95 °C,    5 min              x 1 
95 °C,    30 s  
55 °C,    30 s                 x 30 
72 °C,    30 s 









95 °C,    5 min              x 1 
95 °C,    30 s  
55 °C,    30 s                 x 30 
72 °C,    30 s 










95 °C,    5 min              x 1 
95 °C,    30 s  
55 °C,    30 s                 x 30 
72 °C,    30 s 









95 °C,    5 min              x 1 
95 °C,    30 s  
55 °C,    30 s                 x 30 
72 °C,    30 s 








95 °C,    5 min              x 1 
95 °C,    30 s  
55 °C,    30 s                 x 30 
72 °C,    50 s 





3.1.11   Računalniški programi 
 
Za analizo in predstavitev nukleotidnih zaporedij smo uporabili računalniški program Vector 
NTI Advance ™ 11.0, Invitrogen Corporation. 
 
3.2   METODE 
 
3.2.1  Priprava fuzij promotorjev in genov za fluorescentne proteine 
 
3.2.1.1   Pregled literature in oblikovanje začetnih oligonukletidov 
 
Z uporabo PubMed-a smo poiskali znanstvene članke, ki so nam pomagali pri izboru.  
virulentnih dejavnikov bakterije E. coli. Pregledali smo dosedanje delo na področju 
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anotiranja genov in promotorjev za izbrane virulentne dejavnike. S pomočjo uporabe 
bioinformacijskih orodij in programa Vector NTI Advance ™ 11.0 smo oblikovali začetne 
oligonukleotide, ki so nalegali na predvidena mesta promotorjev virulentnih dejavnikov, na 
gen za rdeči in zeleni fluorescentni protein ter na terminatorsko regijo. Pri tem smo pred 
ujemajočo sekvenco začetnega oligonukleotida s tarčnim mestom dodali še zaporedje za 
ustrezno restrikcijo endonukleazo, kar nam je pomagalo pri nadaljnjem delu (restrikcija, 
ligacija). Zaporedja začetnih oligonukleotidov smo ustrezno poimenovali in naročili pri 
podjetju, ki se ukvarja s sintezo le teh. Začetne oligonukleotide smo prejeli v liofilizirani 
obliki. Po navodilih proizvajalca smo jih raztopili v ustrezni količini destiliranne vode. 
Uporabili smo jih za sestavo mešanic za reakcije PCR.  
3.2.1.2   Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
Z metodo PCR smo namnožili promotorje virulentnih dejavnikov, gen za zeleni in rdeči 
fluorescentni protein ter terminatorsko regijo. Pri reakciji PCR za pomnožitev gena za zeleni 
fluorescentni protein smo uporabili še začetni oligonukleotid, s katerim smo povzročili 
mutacijo restrikcijskega mesta HindIII, ki bi kasneje oviralo restrikcijo. Namnožili smo tudi 
naključno zaporedje v operonu za sintezo fimbrij. Uporabili smo promotorje, navedene v 
preglednici 9, kjer so opisani tudi programi reakcij PCR. Reakcije PCR so potekale v 50 µL 
reakcijske mešanice. Splošna sestava reakcijskih mešanic je prikazana v spodnji preglednici.  
 
Preglednica 10: Sestava reakcijskih PCR mešanic 
Reakcijska mešanica Volumen 
začetni oligonukleotidi - vodilni 0,5 µL 
začetni oligonukleotidi - povratni 0,5 µL 
dNTP 2 µL 
Vent DNA - polimeraza 0,25 µL 
10 x pufer za Vent DNA - polimerazo 5 µL 
plazmidna DNA ali bakterijske celice 0,2 µL ali kolonija* 
destilirana voda do 50 µL 
*s sterilnim zobotrebcem zajeta kolonija in resuspendirana v reakcijski mešanici 
 
3.2.1.3   Agarozna gelska elektroforeza 
 
Za preverjanje uspešnosti pomnoženega fragmenta smo uporabili agarozno gelsko 
elektroforezo. Pripravili smo gele z različno koncentracijo agaroze (0,8 – 1,5 odstotka 
agaroze), odvisno od velikosti fragmenta, ki smo ga želeli na gelu ločiti. Stehtano agarozo 
smo raztopili v 30 mL pufra 1x TBE in jo segreli v mikrovalovni pečici. Nato smo jo ohladili 
in ji dodali 2 µL etidijevega bromida (10 mg/mL). Tako pripravljen gel smo vlili v nosilec z 
glavnikom in počakali, da polimerizira. Nato smo ga prenesli v elektroforetsko banjico in 
prelili s pufrom 1x TBE, da je bil gel v celoti prekrit. V prvo jamico v gelu smo nanesli 
lestvico, v ostale pa vzorce. Nanašalnega pufra ni bilo potrebno dodajati, saj je bil le-ta že v 
»Master mixu«. Elektroforeza je potekala pri napetosti 120 V.  
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Agarozno gelsko elektroforezo smo uporabili še za preverjanje uspešnosti izolacije 
plazmidne DNA, za preverjanje uspešnosti restrikcije in čiščenje ustreznega fragmenta iz 
gela. Pri vzorcih brez nanašalnega pufra smo le tega pred vnosom v jamico agaroznega gela 
dodali v razmerju 1:5. 
Razvite agarozne gele smo analizirali ob osvetlitvi z UV svetlobo pri valovni dolžini 302 nm. 
 
3.2.1.4   Čiščenje DNA iz gela s kompletom GeneJET Gel Extraction 
 
Po analizi agaroznega gela smo fragment, s katerim smo želeli delati naprej, izrezali iz gela 
in ga očistili s pomočjo kompleta za čiščenje fragmentov DNA iz gela. Najprej smo stehtali 
prazno mikrocentrifugirko in nato vanjo položili izrezan košček gela z željeno DNA. 
Ponovno smo stehtali in izračunali maso gela z DNA. V razmerju 1:1 (100 µL pufra za 
100 mg gela) smo dodali vezavni pufer in mešanico 10 min inkubirali pri 55 °C, da se je 
agaroza popolnoma raztopila. Nato smo mešanico prenesli v priloženo kolono. V kolikor 
smo čistili DNA, ki je manjša od 500 bp smo pred vnosom v kolono dodali še ustrezno 
količino izopropanola. Centrifugirali smo 1 min in zavrgli tekočino v zbiralniku. Nato smo 
v kolono dodali še 100 µL vezavnega pufra in znova centrifugirali. Ponovno zavrgli tekočino 
v zbiralniku in v kolono dodali 700 µL spiralnega pufra. Znova smo centrifugirali in zavrgli 
tekočino v zbiralniku. Kolono smo nato še enkrat centrifugirali. Potem smo kolono prenesli 
v svežo mikrocentrifugirko, v kolono dodali 50 µL elucijskega pufra in centrifugirali 1 min. 
Tako smo v mikrocentrifugirki zbrali fragment DNA, ki smo ga uporabili v ligacijski 
mešanici.  
 
3.2.1.5   Ligacija fragmenta s topimi konci in vektorja pJET 1.2/blunt 
 
Fragmente, ki smo jih pomnožili z reakcijo PCR, očistili iz gela ter odstranili štrleče konce. 
Štrleče konce pri fragmentu smo odstranili v reakciji z encimom, ki cepi štrleče konce. 
Reakcija je potekala 5 minut pri 20 °C. Nato smo jih klonirali v vektor pJET 1.2/blunt. 
Vektor je namenjen kloniranju fragmentov s topimi konci. Za selekcijo ima zapis za 
ampicilinsko rezistenco. Pripravili smo ligacijsko mešanico in jo inkubirali 25 minut pri 
22 °C. Nadalje smo jo uporabili za transformacijo v kompetentne celice DH5α. 
 
Preglednica 11: Ligacijska mešanica vektorja pJET 1.2/blunt in fragmenta 
vektor 0,5 µL  
fragment 7 µL 
encim ligaza T4 0,5 µL 
5 x ligacijski pufer 2 µL 
 
3.2.1.6   Priprava kompetentnih celic DH5α in MG1655 
 
V 5 mL LB smo vcepili kolonijo in jo preko noči stresali na 250 obr./min pri 37 °C. Naslednji 
dan smo 500 µL prekonočne kulture vcepili v 50 mL LB in inkubirali na 250 obr./min pri 
19 
Petrič A. Priprava in analiza izražanja fuzij … bakterije Escherichia coli in genov za fluorescentne proteine. 




37 °C, dokler ni kultura dosegla optične gostote (OD600) med vrednostnima 0,4 in 0,6. Nato 
smo kulturo prenesli v  ohlajeno 50 mL sterilno centrifugirko in jo inkubirali 10 min na ledu. 
Sledila je centrifugacija 10 minut pri 2700g pri 4 °C. Odlili smo supernatant in pelet 
resuspendirali v 50 mL ledeno hladne raztopine MgCl2 – CaCl2. Znova smo centrifugirali 
10 minut pri 2700g pri 4 °C. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in pelet 
resuspendirali v 500 µL pufra za shranjevanje kompetentnih celic. Dobljeno suspenzijo smo 
razdelili v mikrocentrifugirke po 100 µL in jih do uporabe shranili pri –80 °C. 
 
3.2.1.7   Transformacija kompetentnih celic 
 
Mikrocentrifugirko s 100 µL kompetentnih celic smo odtalili in nato dodali 10 µL ligacijske 
mešanice ter inkubirali 30 minut na ledu. Nato smo mikrocentrifugirko prenesli v vodno 
kopel pri 42 °C in inkubirali 90 sekund ter jo takoj prenesli na led in inkubirali 2 minuti. 
Mešanici smo dodali 500 µL gojišča SOB in inkubirali 1 uro na 250 obr./min pri 37 °C. Nato 
smo mešanico s kroglicami razmazali na plošče LB z ustreznim antibiotikom. Plošče smo 
preko noči inkubirali na 37 °C in naslednji dan pregledali uspešnost transformacije. 
 
3.2.1.8   Izolacija plazmidne DNA s kompletom GeneJET Plasmid MiniPrep 
 
Plazmidno DNA smo izolirali iz kulture na trdnem gojišču. S cepilno nitko smo s plošče 
pobrali bakterijske celice in jih resuspendirali v 250 µL resuspenzijske raztopine. Dodali 
smo 250 µL raztopine za lizo in mešali z obračanjem mikrocentrifugirke. Nato smo dodali 
350 µL nevtralizacijske raztopine in znova premešali. Centrifugirali smo 5 minut in 
supernatant prenesli v priloženo kolono ter centrifugirali 1 minuto. Tekočino v zbiralniku 
smo odlili in v kolono dodali 500 µL raztopine za spiranje ter centrifugirali 1 minuto. Odlili 
smo tekočino v zbiralniku in znova ponovili spiranje. Nato smo 1 minuto centrifugirali, da 
smo odstranili preostanek etanola. Zavrgli smo zbiralnik, kolono pa prenesli v svežo 
mikrocentrifugirko in dodali  50 µL elucijske raztopine in inkubirali 2 minuti na sobni 
temperaturi. Centrifugirali smo 2 minuti  in tako zbrali plazmidno DNA v 
mikrocentrifugirki. Uspešnost izolacije plazmidne DNA smo preverili z agarozno gelsko 
elektroforezo. 
 
3.2.1.9   Ugotavljanje nukleotidnega zaporedja in obdelava v programu 
 
Po uspešni ligaciji fragmenta z vektorjem pJET 1.2/blunt smo izolirali več plazmidov iz 
različnih transformant. Plazmide smo sekvenirali (Microsynth, Avstrija). Ko smo pridobili 
sekvence fragmenta DNA, ki nas je zanimal, smo jih analizirali. To smo naredili s pomočjo 
programa Vector NTI Advance ™ 11.0. Različne sekvence istega fragmenta smo v programu 
poravnali in izbrali tisto sekvenco, ki je bila ustrezna (brez napak pri pomnoževanju 
fragmenta). V programu smo sestavili plazmid, ki smo ga uporabili za nadaljnje kloniranje. 
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3.2.1.10   Restrikcija, defosforilacija in  ligacija s plazmidnim vektorjem pJET 1.2 
 
Delo je potekalo v več korakih in zahtevalo časovno sosledje posameznih metod, ki smo jih 
večkrat uporabili. V nadaljevanju so opisani postopki, ki smo jih izvedli, da smo pridobili 
željene fuzije. Najprej smo fuzije pripravili v plazmidnem vektorju pJET 1.2, ki je v celicah 
v več kopijah. Priprava fuzij je bila zato lažja. Nato smo fuzije prenesli v vektor pBAC.  
Plazmide pJET 1.2 s posameznim fragmentom smo rezali z ustreznimi restrikcijskimi 
endonukleazami. Tako smo pridobili vektorje in fragmente z ustreznimi kompatibilnimi 
konci, da smo jih zlepili skupaj. Že pri oblikovanju začetnih oligonukleotidov smo pazili, da 
smo izbrali dve različni restrikcijski endonukleazi, saj smo tako povečali učinkovitost 
ligacije in izključili možnost, da se konca vektorja zlepita med seboj ter zagotovili pravilno 
orientiranost fragmenta. 
 
Preglednica 12: Restrikcija plazmidov z restrikcijskima endonukleazama BstEII in XbaI 
plazmidna DNA - pJET 1.2 + clb/cnf1/gfp 5 µL 
BstEII 1 µL 
XbaI 1 µL 
10 x pufer FastDigest Green 5 µL 
destilirana voda do 50 µL 
 
Preglednica 13: Restrikcija plazmidov z restrikcijskima endonukleazama NsiI in XbaI 
plazmidna DNA - pJET 1.2 + cdt/cka/fim/cherry 5 µL 
NsiI 1 µL 
XbaI 1 µL 
10 x pufer FastDigest Green 5 µL 
destilirana voda do 50 µL 
 
Inkubacija pri 37 °C, 20 minut. 
 
Restrikcijske mešanice smo vnesli v agarozni gel in nato fragmente ustrezne velikosti 
izrezali iz agaroznega gela ter jih očistili s kompletom »GeneJET Gel Extraction«. Kot 
vektor smo uporabili plazmide s promotorji, ki smo jih linealizirali z dvema restrikcijskima 
endonukleazama. Fragment, v ligacijski mešanici, je predstavljal gen za zeleni oziroma rdeči 
fluorescentni protein. 
 
Preglednica 14: Ligacijska mešanica vektorja s fragmentom 
vektor  2 µL 
fragment  5,5 µL 
encim ligaza T4 0,5 µL 
5 x ligacijski pufer 2 µL 
 
Inkubacija pri 22 °C, 25 minut. 
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Z ligacijsko mešanico smo transformirali kompetentne bakterijske celice DH5α. Naredili 
smo kontrolo ligacije, mešanico, kateri smo namesto fragmenta dodali destilirano vodo. 
Mešanice smo razmazali na plošče LB z ampicilinom. Iz transformant smo izolirali nove 
plazmide. Ustreznost plazmidov smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Tako smo 
pridobili naslednje plazmide: pJPcdtcherry, pJPckacherry, pJfimcherry, pJPclbgfp in 
pJPcnfgfp. Te smo v nadaljevanju rezali z eno ali več restrikcijskimi endonukleazami. Poleg 
tega smo z restrikcijo plazmida pJT pridobili nov fragment – terminatorsko zaporedje.  
 
Preglednica 15: Restrikcija plazmidov z restrikcijskima endonukleazama XbaI in ClaI 
plazmidna DNA – pJPcnfgfp/ pJPclbgfp/ pJT 5 µL 
XbaI 1 µL 
ClaI 1 µL 
10 x pufer FastDigest Green 5 µL 
destilirana voda do 50 µL 
 
Inkubacija pri 37 °C, 20 minut. 
 
Restrikcijske mešanice smo vnesli v agarozni gel in nato fragmente ustrezne velikosti 
izrezali iz agaroznega gela ter jih očistili s kompletom »GeneJET Gel Extraction«. Tako smo 
pridobili dva vektorja, v katera smo vnesli fragment – terminatorsko zaporedje, ki smo ga 
izrezali iz plazmida pJET 1.2 z enakimi restrikcijski endonukleazami kot vektorja. Ligacijo 
smo izvedli na že zgoraj opisan način. Prav tako smo iz transformant izolirali nove plazmide: 
pJPcnfgfpT in pJPclbgfpT. Iz njih smo kasneje prenesli pripravljeno gensko fuzijo v 
plazmidni vektor pBAC. 
 
Pri pripravi ostalih genskih fuzij oziroma plazmidov pJPcdtcherryT, pJPckacherryT in 
pJfimcherryT  smo bili primorani uporabiti alternativno pot. Pri restrikciji nismo smeli 
uporabiti restrikcijske endonukleaze ClaI, saj je plazmid imel več zapisov za omenjeno 
restrikcijsko mesto, tudi na promotorski regiji in bi s tem izrezali celotno zaporedje genske 
fuzije, kar pa smo nameravali izkoristiti pri prenosu fuzije v plazmidni vektor BAC. Odločili 
smo se, da bomo fragment in vektor rezali le z eno restrikcijsko endonukleazo in uporabili 
še vmesni korak defosforilacije, s čimer preprečimo zlepljenje prostih koncev vektorja med 
seboj. Glede orientacije nismo imeli težav, saj je terminatorsko zaporedje aktivno v obeh 
smereh.  
 
Preglednica 16: Restrikcija plazmidov z restrikcijsko endonukleazo XbaI 
plazmidna DNA - pJPcdtcherry/ pJPckacherry/ pJfimcherry 5 µL 
XbaI 1 µL 
10 x pufer FastDigest Green 5 µL 
destilirana voda do 50 µL 
 
Inkubacija pri 37 °C, 20 minut. 
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Restrikcijske mešanice smo vnesli v agarozni gel in nato fragmente ustrezne velikosti 
izrezali iz agaroznega gela ter jih očistili s kompletom »GeneJET Gel Extraction«. Nato smo 
elucije – linearne plazmide defosforilirali. 
 
Preglednica 17: Reakcijska mešanica defosforilacije 
linearna plazmidna DNA (elucija) 50 µL 
encim alkalna fosfataza 1 µL 
pufer za alkalno fosfatazo 10 µL 
destilirana voda  do 100 µL 
 
Inkubacija pri 37 °C, 10 minut. 
 
Po končani defosforilaciji smo s pomočjo kompleta »GeneJet PCR purification Kit« v 
mešanici zamenjali pufer in s tem tudi inaktivirali fosfatazo. Postopek smo izvedli po 
navodilih proizvajalca. V spiralnem pufru smo pridobili linearen defosforiliran vektor, ki 
smo ga uporabili pri ligaciji s fragmentom – terminatorskim zaporedjem.  
 
Preglednica 18: Restrikcijska plazmida z restrikcijsko endonukleazo XbaI 
plazmidna DNA – pJT 5 µL 
XbaI 1 µL 
10 x pufer FastDigest Green 5 µL 
destilirana voda do 50 µL 
 
Inkubacija pri 37 °C, 20 minut. 
 
Restrikcijsko mešanico smo vnesli v agarozni gel in nato fragment ustrezne velikosti izrezali 
iz agaroznega gela ter ga očistili s kompletom »GeneJET Gel Extraction«. Pridobili smo 
terminatorsko zaporedje, ki smo ga uporabili pri ligaciji. 
 
Izvedli smo ligacijo opisanih vektorjev in fragmenta. Ligacijske mešanice smo razmazali na 
plošče LB z ampicilinom in nato iz zraslih transformant izolirali plazmide. Pridobili smo 
naslednje plazmide: pJPcdtcherryT, pPJckacherryT in pJfimcherryT. Iz njih smo kasneje 
prenesli pripravljeno gensko fuzijo v plazmidni vektor pBAC. 
 
3.2.1.11 Restrikcija, defosforilacija in  ligacija s plazmidnim vektorjem pBAC 
 
Pripravljene genske fuzije v plazmidnem vektorju pJET 1.2 smo prenesli v vektor BAC. Na 
enem plazmidu smo želeli imeti po dve genski fuziji, eno z zelenim in eno z rdečim 
fluorescentnim proteinom. Najprej smo linealizirali plazmid pBAC z restrikcijsko 
endonukleazo HindIII in ga defosforilirali.  
 
23 
Petrič A. Priprava in analiza izražanja fuzij … bakterije Escherichia coli in genov za fluorescentne proteine. 




Preglednica 19: Restrikcija plazmida pBAC z restrikcijsko endonukleazo HindIII 
plazmidna DNA - pBAC 10 µL 
HindIII 1 µL 
10 x pufer FastDigest Green 10 µL 
destilirana voda do 100 µL 
 
Inkubacija pri 37 °C, 20 minut. 
 
Restrikcijsko mešanico smo vnesli v agarozni gel in nato fragment ustrezne velikosti izrezali 
iz agaroznega gela ter ga očistili s kompletom »GeneJET Gel Extraction«. Nato smo elucije 
– linearne plazmide defosforilirali. Sestava reakcijske mešanice je navedena v 
preglednici 17. 
 
Po končani defosforilaciji smo s pomočjo kompleta »GeneJet PCR purification Kit« v 
mešanici zamenjali pufer in s tem tudi inaktivirali fosfatazo. Postopek smo izvedli po 
navodilih proizvajalca. V spiralnem pufru smo pridobili linearen defosforiliran vektor BAC, 
ki smo ga uporabili pri ligaciji. 
 
Iz plazmidov pJPcnfgfpT in pJPclbgfpT smo, z enako restrikcijsko endonukleazo kot smo 
linealizirali  vektor BAC, izrezali genski fuziji. 
 
Preglednica 20: Restrikcija plazmidov z restrikcijsko endonukleazo HindIII 
plazmidna DNA –pJPcnfgfpT/ pJPclbgfpT 5 µL 
HindIII 1 µL 
10 x pufer FastDigest Green 5 µL 
destilirana voda do 50 µL 
 
Inkubacija pri 37 °C, 20 minut. 
 
Restrikcijske mešanice smo vnesli v agarozni gel in nato fragment ustrezne velikosti izrezali 
iz agaroznega gela ter jih očistili s kompletom GeneJET Gel Extraction. Pridobili smo 
fragmente, ki smo jih vstavili v vektor pBAC. 
 
Preglednica 21: Ligacijska mešanica vektorja pBAC s fragmentom 
vektor  6,5 µL 
fragment  1 µL 
encim ligaza T4 0,5 µL 
5 x ligacijski pufer 2 µL 
 
Inkubacija pri 22 °C, 25 minut. 
 
Z ligacijsko mešanico smo transformirali kompetentne bakterijske celice DH5α. Naredili 
smo kontrolo ligacije, mešanico, kateri smo namesto fragmenta dodali destilirano vodo. 
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Mešanice smo razmazali na plošče LB s kloramfenikolom. Iz transformant smo izolirali nove 
plazmide. Vektor in fragment smo rezali z enim plazmidom, zato smo morali preveriti še 
orientacijo vstavljenega fragmenta. Pridobili smo dva plazmida pBAC, enega s fuzijo s 
promotorjem za gen clb in drugega s promotorjem za gen cnf. S fragmentom, ki smo ga 
vnesli v plazmid pBAC smo pridobili tudi novo restrikcijsko mesto ClaI, ki smo ga izkoristili 
pri vnosu nove fuzije v plazmid. Tako smo pridobljena plazmida in fragmente, ki smo jih 
želeli vstaviti v pBAC, rezali z restrikcijsko endonukleazo ClaI.  
 
Preglednica 22: Restrikcija plazmidov pBAC z restrikcijsko endonukleazo ClaI 
plazmidna DNA – pBAC-cnf/ pBAC-clb 10 µL 
ClaI 1 µL 
10 x pufer FastDigest Green 10 µL 
destilirana voda do 100 µL 
 
Inkubacija pri 37 °C, 20 minut. 
 
Preglednica 23: Restrikcija plazmidov z restrikcijsko endonukleazo ClaI 
plazmidna DNA –pJPcdtcherryT/ pJPckacherryT/pJfimcherryT 5 µL 
ClaI 1 µL 
10 x pufer FastDigest Green 5 µL 
destilirana voda do 50 µL 
 
Inkubacija pri 37 °C, 20 minut. 
 
Tako kot v prejšnjem koraku smo tudi tokrat restrikcijske mešanice vnesli v agarozni gel in 
iz njega izrezali fragmente ustreznih velikosti. Pred ligacijo smo molekule vektorja še 
defosforilirali, po že zgoraj opisanem postopku. Nato smo izvedli ligacijo vektorjev in 
fragmentov. Pripravili smo več ligacijskih mešanic, tako da smo pridobili vse kombinacije 
fuzij v plazmidnem vektorju pBAC. Ligacijske mešanice smo transformirali v kompetentne 
bakterijske celice DH5α in jih razmazali na plošče LB s kloramfenikolom. Iz zraslih 
transformant smo izolirali plazmide in preverili ustrezno orientiranost vstavljenih 
fragmentov. V mikrocentrifugirkah smo shranili plazmide, pBAC-clb-cdt, pBAC-clb-cka, 
pBAC-clb-fim, pBAC-cnf-cdt, pBAC-cnf-cka in pBAC-cnf-fim, ki smo jih uporabili pri 
analizi izražanja fuzij. 
 
3.2.2   Mikroskopiranje 
 
Aktivnost različnih promotorjev za virulentne dejavnike smo spremljali s fuzijo le teh in 
gena za zeleni oziroma rdeči fluorescentni protein. V ta namen smo pripravljene plazmide 
in prejšnjega koraka transformirali v kompetentne bakterijske celice MG1655 in jih gojili na 
trdnem gojišču pri 37 °C.  
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3.2.2.1   Vzorčenje in priprava mikroskopskih preparatov 
 
Po 24 urnem gojenju seva na trdnem gojišču LB s kloramfenikolom smo s plošče pobrali 
nekaj kulture in jo resuspendirali v fiziološki raztopini. OD600 vzorca smo izenačili na 1, da 
smo imeli vse suspenzije enako goste. Tako pripravljene vzorce smo čez noč shranili pri 
4 °C in jih naslednji dan uporabili za pripravo mikroskopskega preparata.  
 
3.2.2.2   Priprava mikroskopskega preparata in mikroskopiranje 
 
Na površini objektnega stekla smo razmazali 10 µL poli-L-lizina. Ko se je posušil smo na 
objektno steklo kapnili 5µL vzorca, prekrili s krovnim stekelcem in nato mikroskopirali.  
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4.1  PRIPRAVA GENKSIH FUZIJ 
 
Prvi del naloge je obsegal pripravo plazmidov z genskimi fuzijami promotorjev za virulentne 
dejavnike in genov za fluorescentne proteine ter s terminatorsko regijo. V ta namen smo 
izbrali nekaj genov za virulentne dejavnike in z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) 
pomnožili njihove promotorje. Poleg tega smo kot  kontrolo uporabili promotor gena za 
kolicin K, za katerega je že bila opisana aktivnost (Mulec in sod., 2003). Kot negativno 
kontrolo smo z  metodo PCR pomnožili naključni fragment znotraj operona za sintezo 
fimbrij tipa I, in ga vključili v gensko fuzijo na enak način kot ostale promotorje. Fuzije 
promotorjev za clbA in cnf1 smo pripravili z genom za zeleni fluorescentni protein, 
promotorje za cka, cdtABC in fragment znotraj operona fim pa z genom za rdeči 
fluorescentni protein. Ker smo želeli spremljati aktivnost dveh promotorjev hkrati, smo v 
drugem koraku v končne plazmide vektorja pBAC, vnesli po dve genski fuziji (eno z zelenim 
in eno z rdečim genom za fluorescentni protein). 
 
4.1.1 Priprava promotorjev za preučevanje njihove aktivnosti 
 
S pomočjo programa Vector NTI Advance ™ 11.0 in pregledom literature smo izbrali 
promotorske regije, ki smo jih želeli preučiti. Na podlagi zbranih podatkov o mestu 
promotorja in znanih sekvencah smo oblikovali začetne oligonukleotide, ki smo jih uporabili 
v reakciji PCR. Reakcijske mešanice smo vnesli v agarozni gel in iz gela izrezali ter očistili 
promotorje in fragment znotraj regije za sintezo fimbrij. Pridobili smo promotorske regije 
za naslednje virulentne dejavnike: kolibaktin (za gen clbA), citotoksični nekrotizirajoči 
faktor 1, kolicin K in citotoksin CDT. Poleg tega smo pomnožili tudi naključno sekvenco 
znotraj operona za sintezo fimbrij, kot negativno kontrolo. 
 
4.1.2 Priprava fuzij v plazmidnem vektorju pJET 1.2 
 
Pripravili smo 5 različnih konstruktov v plazmidnem vektorju pJET 1.2, ki smo jih v 
naslednjem koraku prenesli v plazmidni vektor pBAC. Na posamezen plazmid pBAC smo 
vnesli dve genski fuziji z različnimi promotorji, saj smo želeli hkrati spremljati aktivnost 
dveh promotorjev. Za boljše razumevanje so v spodnji preglednici zbrani plazmidi, ki smo 
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Preglednica 24: Plazmidi, ki smo jih pripravili v magistrskem delu 
Plazmid Značilnosti 
 pJPcdtcherryT 
Plazmid pJET 1.2 s promotorjem za Cdt, genom za rdeči 
fluorescentni protein in terminatorsko regijo. 
       pJPckacherryT 
Plazmid pJET 1.2 s promotorjem za Cka, genom za rdeči 
fluorescentni protein in terminatorsko regijo. 
pJfimcherryT 
Plazmid pJET 1.2 s fragmentom iz operona fim, genom za rdeči 
fluorescentni protein in terminatorsko regijo. 
       pJPcnfgfpT 
Plazmid pJET 1.2 s promotorjem za Cnf1, genom za zeleni 
fluorescentni protein in terminatorsko regijo. 
pJPclbgfpT 
Plazmid pJET 1.2 s promotorjem za ClbA, genom za zeleni 
fluorescentni protein in terminatorsko regijo. 
pBAC-clb-cdt Plazmidni vektor BAC s fuzijo promotorjev za ClbA  in Cdt. 
pBAC-clb-cka Plazmidni vektor BAC s fuzijo promotorjev za ClbA in Cka. 
pBAC-clb-fim 
Plazmidni vektor BAC s fuzijo promotorja za ClbA in fragmentom 
iz operona fim. 
pBAC-cnf-cdt Plazmidni vektor BAC s fuzijo promotorjev za Cnf1 in Cdt. 
pBAC-cnf-cka Plazmidni vektor BAC s fuzijo promotorjev za Cnf1in Cka. 
pBAC-cnf-fim 
Plazmidni vektor BAC s fuzijo promotorja za Cnf1 in fragmentom 
iz operona fim. 
 
 
Plazmid pJPcnfgfpT smo pripravili tako, da smo v komercialni vektor pJET 1.2/blunt vnesli 
promotorsko regijo Pcnf. S tem smo v plazmidu pridobili novi restrikcijski mesti HindIII in 
BstEII. Plazmid smo rezali z restrikcijskima endonukleazama BstEII in XbaI, da je izpadel 
fragment velikosti 12 bp. Na to mesto smo vstavili gen za zeleni fluorescentni protein, ki 
smo ga predhodno pomnožili v reakciji PCR iz plazmida pPT7-GFP in mu pri tem dodali 
restrikcijska mesta BstEII in XbaI, ga klonirali v vektor pJET 1.2/blunt in iz njega izrezali z 
omenjenima restrikcijskima endonukleazama. Na enak način smo pripravili tudi 
terminatorsko regijo, ki smo jo pomnožili iz plazmida pCN51. Iz plazmida pJET 1.2 smo jo 
izrezali z encimoma ClaI in XbaI ter jo vstavili v plazmid s promotorjem in genom gfp, ki 
smo ga predhodno cepili  z enakimi restrikcijskimi endonukleazami, kot je prikazano na 
spodnji sliki. Tako kot smo pripravili plazmid pJPcnfgfpT, smo pripravili tudi plazmid 
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 promotor cnf 
Cla I (1816) 
Xba I (1775) 
Bst EII (1031) 
Hin dIII (375) 









































































Insertion site (blunted) - between T-A 
pJET1.2 forward sequencing primer 


















Cla I (2092) 
Bst EII (1033) 
Xba I (1777) 
Hin dIII (374) 




rep (pMB1) P-lacUV5 
T7 promoter 
promotor cnf 
Cla I (1086) 
Bst EII (1033) 
Xba I (1045) 
Hin dIII (374) 
Hin dIII (1292) 
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Plazmid pJPckacherryT smo pripravili tako, da smo v komercialni vektor pJET 1.2/blunt 
vnesli promotorsko regijo Pcka. Na plazmidu smo pridobili nova restrikcijska mesta ClaI in 
NsiI. Plazmid smo rezali z restrikcijskima endonukleazama NsiI in XbaI, da je izpadel 
fragment velikosti 12 bp. Na to mesto smo vstavili gen za rdeči fluorescentni protein, ki smo 
ga predhodno pomnožili v reakciji PCR iz plazmida pmcherryC1 in mu pri tem dodali 
restrikcijska mesta NsiI in XbaI, ga klonirali v vektor pJET 1.2/blunt in iz njega izrezali z 
omenjenima restrikcijskima endonukleazama. Iz plazmida pJET 1.2 s terminatorsko regijo 
smo le to izrezali z encimomXbaI ter jo ustavili v plazmid s promotorjem in genom mCherry, 
ki smo ga odprli z XbaI. Na enak način smo pripravili tudi plazmid pJPcdtcherryT, le da smo 
v tem primeru uporabili promotorsko regijo Pcdt (Priloga A2). Tudi plazmid pJfimcherryT 
smo pripravili na enak način kot ostale, le da smo tu uporabili fragment iz operona za sintezo 




                  Legenda: 1- DNA lestvica λ/ PstI 
                                   2- plazmid pJPcdtcherry 
 
 HindIII – NsiI (2932 bp) 
 
 












                              Legenda: 1- DNA lestvica λ/ PstI 
                                                  2- plazmid pJPcdtcherryT 
                                                     BsrGI – PstI (2942 bp) 
 
                                                               PstI – PstI (924 bp) 
 
 
                                                            PstI – BsrGI (354 bp) 
 
 
Slika 7: Plazmid pJPcdtcherryT rezan z restrikcijskima endonukleazama PstI in BsrGI 
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4.1.3 Priprava fuzij v plazmidnem vektorju pBAC 
 
Pridobili smo pet fuzij v plazmidih pJET 1.2, ki so v celici v veliko kopijah, zato je bilo delo 
do tega koraka lažje kot delo s plazmidom pBAC, ki je v le eni do dveh kopijah na celico. 
Želeli smo spremljati aktivnost promotorja na ravni posamezne celice, zato smo fuzije vnesli 
v vektor pBAC, ki najbolj odraža stanje posamezne celice. V ta namen smo iz plazmidov 
pJPcnfgfpT in pJPclbgfpT izrezali fuziji z restrikcijsko endonukleazo HindIII, s katero smo 
odprli tudi plazmid pBAC. Tako smo pripravili plazmida pBAC-cnf in pBAC-clb. S tem ko 
smo vnesli fuziji v plazmid pBAC, smo pridobili novo restrikcijsko mesto ClaI, s katerim 
smo rezali plazmide in jih pripravili za vnos novih fuzij. Iz plazmidov pJPcdtcherryT, 
pJPckacherryT in pJfimcherry smo izrezali fuzije z restrikcijsko endonukleazo ClaI. Vsako 
od teh fuzij smo ligirali v rezana vektorja pBAC-cnf in pBAC-clb. Končni rezultat priprave 
je bilo šest plazmidov: pBAC-cnf-cka, pBAC-cnf-cdt, pBAC-cnf-fim, pBAC-clb-cka, 
pBAC-clb-cdt in pBAC-clb-fim. Shema priprave prvega plazmida je prikazana spodaj, 






                                       Legenda: 1- DNA lestvica λ/ PstI 
                                                         2- plazmid pBAC-cnf-cka 
  
                                                                     HindIII – HindIII (7507 bp) 
 
                                                        HindIII – ClaI (1718 bp) 
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Slika 10: Shema priprave plazmida pBAC-cnf-cka 
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4.2 ANALIZA IZRAŽANJA GENSKIH FUZIJ 
 
Z analizo izražanja genskih fuzij smo preverili naše hipoteze, ali se geni za sintezo 
virulentnih dejavnikov izražajo le v majhnem delu bakterijske populacije. Pripravili smo 
genske fuzije s fluorescentnimi proteini, s katerimi smo sledili aktivnosti promotorjev genov 
za virulentne dejavnike. Analizo smo izvedli s svetlobno in fluorescentno mikroskopijo. 
Slike smo posneli s svetlobno mikroskopijo, da smo prikazali celotno populacijo celic. S 
fluorescentno mikroskopijo pa smo sledili celicam, ki so izražale fluorescentne proteine. Pri 
delu smo uporabili mikroskop Olympus BX 51 in filter »WIB«. Poskuse smo izvedli v treh 
ponovitvah, pri čemer smo za eno ponovitev pripravili sveže kompetentne celice MG1655, 
transformirali pripravljen plazmid in celice gojili na trdnem gojišču ter vzorčili. Ponovitve 
enega poskusa so pokazale enake rezultate, zato smo na spodnjih slikah prikazali le eno iz 
med ponovitev. 
 
Slika 11 prikazuje celice seva MG1655 brez plazmidov in predstavlja ozadje 











Slika 11: Celice seva MG1655 posnete s svetlobno (levo) in fluorescentno mikroskopijo (desno)  
 
 
Slika 12 predstavlja celice seva MG1655 s plazmidom pBAC-clb-fim, kjer opazimo, da vse 
celice izražajo gensko fuzijo clbA-gfp. Na plazmidu pa je tudi fuzija fim-mCherry, brez 
promotorske regije, saj je tudi gen za sintezo fluorescentnega proteina brez lastnega 
promotorja. Tako smo pokazali, da celice brez promotorja ne izražajo fluorescentnega 
proteina. Poskus smo izvedli v treh ponovitvah, prikazana je slika ene iz med ponovitev. 
 
Naš namen je bil ugotoviti, ali se sinteza virulentnih dejavnikov vrši le v delu populacije 
bakterijskih celic E. coli. Izvedli smo poskus s plazmidi pBAC-clb-fim in pBAC-clb-cka, 
kjer smo analizirali izražanje promotorjev za gen clbA in cka (sliki 12 in 13). 
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Slika 12: Celice seva MG1655 s plazmidom pBAC-clb-fim posnete s svetlobno (levo) in fluorescentno 
mikroskopijo (desno) 
 
Slika 13 prikazuje celice seva MG1655 s plazmidom pBAC-clb-cka, kjer prav tako kot na 
prejšnji sliki, opazimo, da vse celice izražajo gensko fuzijo clbA-gfp. Prikazana je slika 













Slika 13: Celice seva MG1655 s plazmidom pBAC-clb-cka posnete s svetlobno (levo) in fluorescentno 
mikroskopijo (desno) 
 
Mulec je s sod. že leta 2003 pokazal heterogeno izražanje gena za sintezo kolicna. Pri 
našem delu smo fuzijo s promotorjem za kolicin izkoristili kot pozitivno kontrolo našega 
poskusa. Rezultate prikazuje slika 14, kjer so posnete celice seva MG1655 s plazmidom 
pBAC-clb-cka. Na levi sliki opazimo zelene celice, izražajo fuzijo clb-gfp  in eno rdečo 
celico, ki izraža še cka-mCherry. Desno je slika, ki prikazuje celice tretirane z nalidiksično 
kislino. Zanimal nas je odziv celic na antibiotik nalidiksično kislino, ki sproži odziv SOS, 
vpleten pri sintezi kolicinov. Tako smo celicam MG1655 s plazmidom pBAC-clb-cka na 
trdo gojišče dodali nalidiksično kislino. Opazili smo rdeče obarvano celico, kar nakazuje 
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na aktiven promotor za gen cka. Celica je podolgovata, podobna nitki in se ne deli. Poskus 











Slika 14: Celice seva MG1655 s plazmidom pBAC-clb-cka brez nalidiksične kisline (levo) in z dodano 
nalidiksično kislino (desno) posnete s fluorescentno mikroskopijo 
 
Za analizo izražanja ostalih pripravljenih genskih fuzij smo izbrali plazmid pBAC-cnf-cdt, 
saj ima vstavljeni genski fuziji s promotorjema za Cnf1 in citotoksin CDT. Poskus z 
navedenim plazmidom smo izvedli v treh ponovitvah. Spodnje slike prikazujejo eno iz med 
ponovitev. 
 
Na sliki 15 vidimo celice seva MG1655 s plazmidom pBAC-cnf-cdt. Iz slike s fluorescentno 














Slika 15: Celice seva MG1655 s plazmidom pBAC-cnf-cdt posnete s svetlobno (levo) in fluorescentno 
mikroskopijo (desno) 
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Slika 16 prikazuje celice seva MG1655 s plazmidom pBAC-cnf-cdt, kjer na desni sliki 
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Magistrsko delo je sestavljeno iz dveh delov. Prvi del naloge obsega pripravo plazmidov 
pBAC z genskimi fuzijami promotorjev genov za virulentne dejavnike E. coli in genov za 
fluorescentna proteina (zeleni in rdeči fluorescentni protein) ter terminatorsko regijo. Drugi 
del zajema analizo izražanja genskih fuzij s pomočjo fluorescentnega mikroskopa. 
  
Cilj prvega dela naloge je bil priprava genskih fuzij v plazmidu pBAC. Z metodo PCR smo 
uspešno pomnožili izbrane promotorje genov za virulentne dejavnike, gen za zeleni in gen 
za rdeči fluorescentni protein ter terminatorsko zaporedje. Nato smo preko več korakov 
uspešno pripravili genske fuzije v plazmidnem vektorju pJET 1.2. Za delo s pJET 1.2 smo 
se odločili zaradi njegovih lastnosti, saj se nahaja v celici v velikem številu kopij, kar 
pomeni, da enostavno izoliramo dovolj DNA in je zaradi svoje velikosti (2974 bp) ugoden 
za različne manipulacije. Poleg tega je plazmid komercialno dostopen in dobro poznan, kar 
nam je bilo v pomoč pri delu ter pri preverjanju sekvence, pri podjetju Microsynth, Avstrija. 
Uspešnost pripravljenih genskih fuzij v plazmidu pJET 1.2 smo preverili z različnimi 
restrikcijskimi encimi in tako potrdili uspešno ligacijo in pravilno orientiranost vstavljenih 
fragmentov DNA (sliki 6 in 7). Pripravljene genske fuzije smo iz plazmida pJET 1.2 prenesli 
v plazmidni vektor pBAC. Pomembna lastnost slednjega vektorja je majhno število kopij (1-
2) na celico, kar je primerljivo s številom kopij bakterijskega  kromosoma.  Preučeni geni za 
virulentne dejavnike so v sevih bakterije E. coli namreč locirani na kromosomu. Prednost 
priprave fuzij v vektorju pBAC je možnost  prenosa v različne seve in mutante bakterije E. 
coli ter preučevanje vpliva mutacij na izražanje genskih fuzij. Po vnosu posamezne genske 
fuzije v pBAC smo preverili pravilno orientiranost vstavljene fuzije (slika 9). DNA plazmida 
pBAC-cnf-cka je bila v ta namen  rezana z restrikcijskimi endonukleazami ClaI in HindIII 
in fragmenti ustreznih velikosti, so potrdili uspešno pripravo genskih fuzij v plazmidu 
pBAC.  
 
Drugi del naloge je obsegal analizo pripravljenih genskih fuzij s fluorescentnim 
mikroskopom. Odločili smo se, da bomo plazmide pBAC z genskimi fuzijami vnesli v  sev 
E. coli MG1655, saj smo želeli analizirati aktivnost promotorjev virulentnih dejavnikov v  
sevu divjega tipa. Sev MG1655 s plazmidom pBAC z določeno kombinacijo genskih fuzij 
smo razmazali na trdo gojišče (plošča LB s kloramfenikolom) in inkubirali en dan. Za trdo 
gojišče smo se odločili, ker bakterija večina virulentnih dejavnikov prične sintetizirati ob 
stiku s površino (Kaper in sod., 2004). Sledile so analize izražanja genskih fuzij s 
fluorescentnim mikroskopom.  
 
Celice MG1655 brez plazmida pBAC, so predstavljale našo kontrolo glede svetilnosti. 
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Analiza izražanja fuzije clbA-gfp je razkrila, da vse bakterijske celice vidne s svetlobno  
mikroskopijo, svetijo zeleno pri fluorescentni mikroskopiji, kar pomeni, da vse izražajo gen 
za zeleni fluorescentni protein, uravnan s promotorjem gena clbA (sliki 12 in 13). Primerjava 
svetilnosti celic kontrole/ozadja in celic s plazmidom pBAC-clbA-fim ter pBAC-clbA-cka, 
je potrdila  izražanje genske fuzije. Iz rezultatov je razvidno, da vse celice kažejo aktivnost 
promotorja gena clbA, ki je del skupka genov genomskega otoka pks, odgovornega za   
sintezo kolibaktina (Homburg in sod., 2007).  Glede na to, da gre za le enega od genov 
potrebnih za sintezo kolibaktina ne moremo trditi, da  v vseh bakterijskih celicah poteka 
sinteza toksina. Glede na podatke iz literature je gen clbA odgovoren za sintezo 
regulatornega proteina fosfopanteteinil transferaze. Domnevamo, da je eden izmed prvih 
proteinov, sintetiziranih v poti sinteze kolibaktina. V skupku genomskega otoka  pks, je 
mnogo genov z zaenkrat še neznanimi vlogami.  Dokazano je, da encim fosfopanteteinil 
transferaza sodeluje tudi pri sintezi sideroforjev za prevzem železa iz okolja v bakterijsko 
celico, torej preživetvenih lastnosti.  Menimo, da je promotor gena clbA aktiven v vseh 
bakterijskih celicah  zaradi slednje vloge fosfopanteteinil transferaze. Mehanizmi prevzema 
železa iz okolja so za bakterijske celice izredno pomembni, saj železo predstavlja esencialno 
hranilo za vse bakterije  (Martin in sod., 2013). 
 
Spremljali smo tudi odziv bakterijskih celic s fuzijo cka-mCherry na antibiotik nalidiksično 
kislino (slika 14), ki z vezavo na encim girazo prekine podvajanje bakterijske DNA. V 
netretirani kulturi  je le ena bakterijska celica izražala gen za rdeči fluorescentni protein 
uravnan s promotorjem gena cka. (gen za sintezo kolicina K – gen za aktivnost). Že Mulec 
in sod. so leta 2003 pokazali, da le 3 % bakterijske populacije izražajo gen za sintezo kolicina 
K (gen za aktivnost kolicina). Prav ta primer  je bil eden prvih primerov heterogenega 
izražanja genov bakterij. V našem primeru fuzija s promotorjem za gen cka predstavlja 
pozitivno kontrolo. Kot prikazuje slika je del bakterij, ki izražajo rdeči fluorescentni protein 
majhna in lahko potrdimo ustreznost naše pozitivne kontrole. Celice MG1655 smo tretirali 
z nalidiksično kislino, ki sproži odziv SOS zaradi prekinitve podvajanja DNA. Le ta vpliva 
na sintezo kolicinov. Opazimo več rdeče fluorescentnih bakterijskih celic, ki izražajo gen 
cka in eno daljšo, filamentozno rdeče fluorescentno celico. Slednja se ne deli, zaradi odziva 
SOS, ki aktivira promotor gena cka in sintezo kolicina (Mulec in sod., 2003).  
 
S svetlobno in fluorescentno mikroskopijo smo analizirali tudi izražanje genskih fuzij 
pBAC-cnf-cdt, za toksina Cnf1 in CDT (sliki 15 in 16) ter pokazali, da sta oba promotorja 
(za gen cnf1 in za sintezo citotoksina CDT) aktivna pri le majhnem deležu bakterijske 
populacije. Nekatere pretekle raziskave so že nakazale, da gre najverjetneje tudi pri toksinih 
Cnf1 in CDT za heterogeno izražanje (Haijema in sod., 2001). Pri sintezi toksinov je verjetno 
pomemben tudi vidik sodelovanja bakterij v združbi oziroma koloniji. Pri tem si naloge med 
seboj delijo, torej le en del populacije sintetizira toksine, saj gre za energetsko breme in 
antigene katere prepozna imunski sistem gostitelja. Ob enem pride pri sintezi določenih 
toksinov (kolicini) do lize proizvajalske celice, zato sinteze ne vršijo vse, ampak le del 
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populacije. Poleg tega bi morda večja sinteza toksina lahko povzročila prekomerno škodo 
gostitelju in posledično izgubo bakterijske niše (Johnson, 1991).  
 
Naši rezultati nakazujejo, da se geni za sintezo toksinov kot sta citotoksični nekrotizirajoči 
faktor I in citotoksin CDT bakterije E. coli izražajo le v podpopulacijah bakterijskih celic. 
Hipoteze za sintezo kolibaktina ne moremo potrditi ali zavreči, saj glede na naše rezultate 
težko trdimo, da je izražanje gena za  kolibaktin heterogeno. Sinteza kolibaktina je 
kompleksna in zahteva več korakov, genski zapisi zanj so na celotnem operonu pks, kjer je 
še veliko genov z ne pojasnjeno vlogo. Pokazali smo, da je promotor, ki uravnava prepis 
gena clbA, aktiven v vseh celicah, ClbA pa igra pomembno vlogo tudi pri prevzemu železa 
iz okolja. 
 
Opisan je primer heterogenega izražanja še enega patogena, Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Typhimurium. V prebavnem traktu so dokazali dve podpopulaciji bakterije, 
ena izraža sistem izločanja tipa III  s katerim vbrizgajo virulentne dejavnike neposredno v 
celice gostitelja, ter druga podpopulacija, ki ne izraža sistema izločenja. Prva vdira v epitel 
prebavnega trakta in izzove vnetje, medtem ko druga lahko nato uspešno tekmuje s 
pripadniki mikrobiote, se podvaja in prenaša v nove  gostitelje (Stecher in sod., 2007). Na 
drugi strani rezultati magistrskega dela kažejo, da uropatogeni sevi bakterije E. coli in 
črevesne E. coli, ki imajo pogosto zapis za številne virulentne dejavnike, izkazujejo 
heterogenost, kjer razlikujemo podpopulacije, ki izražajo gene za toksine.  
 
Znanih je veliko primerov fenotipske heterogenosti, ki je značilna za večino 
mikroorganizmov. Vzroki za heterogenost so v sami celici, kjer je pomembna stohastičnost 
transkripcije in translacije ter razlike med celicami na nivoju populacije (Ackermann, 2015). 
Z našim delom smo pokazali, da celice bakterije E. coli kažejo heterogenost pri izražanju 
genov za virulentne dejavnike. V nadaljevanju bo potrebna analiza izražanja  genov  za druge 
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6 SKLEPI  
 
 Z genskimi fuzijami smo dokazali, da vse celice E. coli  izražajo gen clbA. 
 Ugotovili smo, da je promotor gena za sintezo toksina Cnf1 bakterije E. coli aktiven 
v  le majhnem deležu bakterijske populacije. 
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Sevi bakterije E. coli so zelo raznoliki, okužbe povzročajo tisti sevi, ki so pridobili zapise za 
sintezo virulentnih dejavnikov. Določen patotip ima lahko zapise za več različnih virulentnih 
dejavnikov, a ne izraža vseh. Njihovo izražanje je odvisno od okolja, v katerem se nahaja. 
Poleg tega je sinteza virulentnih dejavnikov natančno uravnana, saj predstavlja velik 
energetski vložek. 
 
V zadnjih letih znanstveniki dokazujejo vse več primerov heterogenega izražanja genov, kjer 
se znotraj ene populacije jasno kažejo razlike. Predhodne raziskave so razkrile, da le majhen 
delež populacije izraža gen za sintezo kolicina K.  
 
Z genskimi fuzijami promotorjev genov clbA, cnf1 in cdt ter genov za fluorescentne proteine 
brez lastnih promotorjev, smo preučevali njihovo izražanje na ravni populacije bakterijskih 
celic. Analiza je potekala s pomočjo fluorescentnega mikroskopa, saj smo tako sledili 
celicam, ki so izražale gena gfp ali mCherry.  
 
Preučevali smo gen za ClbA, ki je del operona pks, katerega geni so potrebni za sintezo 
kolibaktina. Ugotovili smo, da je v vseh celicah populacije promotor  gena za sintezo ClbA, 
fosfopanteteinil transferaza, aktiven. Encim je vpleten pri sintezi kolibaktina in tudi pri 
sintezi sideroforjev za prevzem esencialnega železa iz okolja. Predvidevamo, da je razlog za 
homogeno izražanje gena clbA, v vseh bakterijskih celicah s clbA genom prav sinteza 
sideroforjev.   
 
Ugotovili smo, da se geni za sintezo toksinov Cnf1 in citotoksin CDT bakterije E. coli 
izražajo le v majhnem delu bakterijske populacije. To nakazuje na heterogeno izražanje 
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